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特に, 血管の表面をアストロサイトの end feet（足突起）が覆っており，血液脳関門
（BBB）の構成要素として知られている．筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral




90%が孤発性，10%が家族性であることが知られている. 家族性 ALS の約 2 割で






(neurovascular disease) としての一面を持つと考えられている．また，AQP4 は
glymphatic pathway と呼ばれる機構においての役割が報告されている．glymphatic
pathway は，グリア細胞（glia）を介する脳におけるリンパ流 (lymphatic) を表す造
語であり, AQP4を介したアストロサイトの水流動による組織間液の対流を表す．この
促進がβアミロイドのような毒性タンパクの排泄に関与することが報告されたことで，
近年注目が集まっている.  AQP4 ノックアウトマウスの脳及び脊髄では，この経路を
介した組織間液の対流が遅くなるという報告がある. アクアポリン 4（AQP4）は，ア
ストロサイト足突起に選択的に発現していることから，血液脳関門における水の移動に












髄の AQP4発現変化も確認した．また，定量解析として，real time PCR法やWestern 
blot法を用いて病態期ごとの AQP4及び GFAPの遺伝子発現レベル，タンパク質レベ
ルで解析を行った．ALS モデルマウスにおける AQP4 局在異常の原因を解明するため
に， axotomy (軸索切断) や LPS腹腔内投与(1 mg/kg/day)，複数回の片側挫滅神経処
置（片側坐骨神経を 2週に 1回神経挫滅処理／4回行う）など様々な手法を用いて急性
及び慢性グリオーシスを起こさせ，AQP4局在変化を解析した．さらに，SOD1G93A マ
ウスと AQP4(-/-)マウスを掛け合わせ，AQP４を欠損した SOD1G93A マウス
（SOD1G93A ;AQP4(-/-)マウス）を作出し，プルシアンブルー染色や IgGを用いた BBB
破綻評価，さらに ALS の発症，生存期間の変化，筋力変化が SOD1G93Aマウスと比べ
てどのように変化するのか解析した．さらに glymphatic pathway（脳でのリンパ流）









対し，後角では 120 日，140 日においても AQP4 の血管周囲局在は保たれていること
から, ALS における運動ニューロン変性との関連が示唆された．AQP4 の局在異常は，
G93A以外のほかの ALSモデルマウス（SOD1変異 G85R及び loxG37Rマウス）でも
見られ，さらに，ALS 患者脊髄切片でも確認された．定量解析を行ってみたところ， 
AQP4，GFAP ともに mRNA 発現レベルが病態の進行に伴い上昇し, また、タンパク















て IgG の漏出はほとんど見られなかった．これらの結果より，AQP4 を欠損すると，
BBB破綻が軽減し、それに伴い ALSモデルマウスの発症遅延及び生存期間延長が期待
できるのではないかと仮定し，SOD1G93A，SOD1G93A;AQP4 (-/-)，SOD1G93A;AQP4 (+/-)
の 3 種類のマウスの発症及び生存期間及び筋力を測定した. その結果, 発症は，
SOD1G93Aマウスで平均 113.1日，SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスで平均 104.3日となり，
その差は 8.8日となり，SOD1G93A;AQP4 (-/-)マウスのほうが，SOD1G93Aマウスよりも
有意に発症が早まる結果となった．生存期間は SOD1G93A マウスは平均 164.6 日，




変異 SOD1（毒性 SOD1）のクリアランスが，AQP4を欠損させた ALSマウスではど
のように変化しているか確認するため，ELISAによる SOD1オリゴマー量測定を行な
った．SOD1G93A;AQP4(-/-)マウスの腰髄における可溶性 SOD1 オリゴマー量は，
SOD1G93Aマウスに比べ，60日齢で 17 %，120日齢で 22%，140日齢で 33 %高値であ
った．頸髄においても，可溶性 SOD1オリゴマー量は有意に増加していた. また，可溶
性ミスフォールドSOD1量もAQP4を欠損したマウスで有意に増加しており，一方で，
総可溶性 SOD1量は，SOD1G93A と SOD1G93A;AQP4-/-マウス間で同程度であった．以
上より, ALSの病態進行に伴い，SOD1G93A;AQP4(-/-)マウス脊髄で毒性 SOD1量は相対
的に増加することが示された．





遺伝子変異マウスを掛け合わせることできる利点をもつ. 本研究でも AQP4 ノックア






















fibroblast growth factor 21 (FGF21) の流入をもたらし，この物質が脳や脊髄の神経回
路修復（髄鞘の修復など）に効果をもたらすという報告もある．BBB と末梢臓器由来
の神経保護物質の脳内流入との関連に興味が持たれる. 一方，本研究により glymphatic
pathway 機構における AQP4 の役割の重要性が示唆された． ELISA 法による毒性






pathway での AQP4 の機能について，従来の考え方とは異なる新たな仮説を提供して
いる. ALSにおいては, BBBよりも glymphatic pathwayが重要な病態修飾因子となっ
ている可能性が示唆された．
【結論】本研究より，ALS マウス及び患者において，AQP4 の局在異常及び過剰発現
が確認された．AQP4 の局在異常・過剰発現は，グリオーシスに依存しない ALS 病態




BBB の破綻は, 従来の報告とは異なり, 病態加速因子とはならないことが明らかとな
った．一方，AQP4を欠損した ALSマウス脊髄で，毒性 SOD1分子種の脳内蓄積量は
有意に増加していたことから, AQP4が毒性 SOD1分子種のクリアランスに関与してい
ることが示唆された．近年注目される glymphatic pathway も含め，AQP4 による有
害タンパク質の除去に焦点をあてたより一層の研究進展が求められる．
論文審査結果の要旨
ALSでは病態初期から BBB破綻が認められ, これが ALS発症における主要な初期
病変の１つであるとの報告が従来なされて来た. この説は, 主として ALS モデルラッ
トおよび患者剖検組織標本での解析結果に基づいて積み上げられたものであった. 本
研究で申請者は, 広く ALS 研究者で使用されている ALS モデルマウス (SOD1G93Aマ






AQP4を欠損させた ALSモデルマウス (SOD1G93A;AQP4-/-マウス) では、従来の報
告通りに , BBB 破綻が軽度となることが確認された . 一方で , 予想に反し , 
SOD1G93A;AQP4-/-マウスでは ALS病態の進行が加速する, という結果であった. 申請
者は, 従来の説との違いについて, ALS 病態では BBB 破綻よりも脳・脊髄における新
たに提唱されているリンパ流 (グリア細胞を介する脳リンパ流; glymphatic patway)の
重要であること指摘し, その機構に AQP4 が重要な役割を果たしていることを考察し
た. 申請者の実験結果と考察は, ALS 病態に新たな視点を提供し, 今後の治療法開発に
おいても重要な基盤を提供するものであると高く評価された. 
審査会において, ALS における BBB 破綻の病理像  (vasogenic edema なのか 
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